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COMMUNICATIONS 
Recherche des gerJDes pathogènes 
dans l'analyse bactériologique des œufs congelés 
par G. THIEULIN, D. BASILLE et R. RossET 
Dans une communication antérieure (1), nous avons présenté 
une méthode d'appréciation de la qualité hygiénique des œufs 
congelés. Nous développions principalement, dans ce texte, 
la recherrhe des contaminations par des germes microbiens n(}mbreux, 
prévue par Je décret ciu 15 juin 1939. Aussi bien était-ce sur ce 
point que ]a méthode par nons proposée apportait une solution 
de quelque originalité. 
En ce qui concerne les contaminations par germes microbiens 
pathogènes pour l'homme, autre motif de saisie cité par le décret 
du 15 juin 1939, nous n'avions fait qu'indiquer les techniques 
classiques auxque1Jes nous avions recours pour les deux premières 
étapes de la recherche : l'enrichissement et l'isolement. Certains 
confrères nous ont dit regretter de n'avoir pas trouvé, dans notrP 
Mémoire, <le renseignements sur Je choix des épreuves de confir­
mation. 
L'intérêt de nos confrères était motivé par l'actualisation des 
problèmes du contrôle des œufs congelés dans de nombreux dépar­
tements. L'exportation de ces denrées vient de bénéficier 
d'encouragements officiels, mais les subventions ne sont accordées 
que pour les expéditions de produits conformes à certains critères 
de qualité, d'oiJ la nécessité d'analyses bactériologiques. D'autre 
part, les importateurs exigent des certificats de salubrité dont 
certains impliquent des examens de laboratoire. En raison de ces 
considérations, il nous a paru utile d'apporter quelques explications 
complémentaires à la partie de notre précédente communication 
qui traitait de la J'echerche des bactéries pathogènes dans les œufs 
congelés. 
(1) B11lletin Ac:ad. Vét., 1Y57, :lO, G�. 
Bnl. Arad. Vét. -- Torne XXX (.l11i11 1957). - Yigol Frères, Editeur;. 
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Nous avons précisé que le dépistage des contaminants patho­
gènes visait singulièrement le genre Salmonella; que l'enrichisse­
ment était obtenu en bouillon au tétrathionate (Difco ou Oxoïd) 
et l'isolement, en gélose SS additionnée de 1 % de saccharose. 
A partir de ce moment, nous procédons de la manière suivante : . 
Les boîtes de gélose SS sont examinées une première fois après 
24 heures d'incubation à 37°. Sont écartées, comme non suspectes, 
Jes colonies roses ou rouges, et les colonies incolores à centre rose 
ou rouge. Sont regardées comme suspectes les colonies incolores 
et les colonies incolores à centre noir. 
A ce stade, il serait assurément avantageux de repiquer les souches 
suspectes sur gélose, puis d'essayer l'agglutination face à un sérum 
0 polyvalent. Cette épreuve permettrait d'exclure, dès l'abord, 
nombre de souches étrangères au genre Salmonella. Malheureu­
sement, les laboratoires d'Hygiène Alimentaire ne disposent pas 
couramment d'un tel sérum, et sa production pose des problèmes 
complexes, en raison du large échantillonnage d'agglutinines qu'il 
devrait contenir pour atteindre le but visé, c'est-à-dire la détection 
des Salmonella susceptibles d'être rencontrées dans les œufs de 
poule ou de cane. Tl est possible de se procurer dans le commerce 
des sérums de groupage et d'identification pour certains groupes 
et certaines espèces, mais ces sérums ne couvrent pas la totalité 
du champ à prospecter pour le contrôle des œufs congelés. En 
conséquence, ces sérums pourront être util.isés avec profit, à un 
stade plus avancé, pour des épreuves partielles d'identification, 
mais non pas au stade préliminaire des tests d'exclusion. 
C'est donc aux épreuves biochimiques qu'il nous faudra avoir 
recours, avec la seule ambition d'aboutir, dans le court délai dont, 
en général, nous disposons, à une identification générique d'une 
précision acceptable, ou, tout au plus, à quelques discriminations, 
d'ailleurs intéressantes, à l'intérieur du genre, entre espèces 
mobiles et immobiles, espèces productrices ou non de SH2• Dans 
Jes cas les plus favorables, les épreuves d'agglutination nous 
permettront une identification de groupe sérologique. 
Les opérations qui font suite à l'enrichissement et à l'isolement se 
déroulent en deux étapes. 
PREMIÈRE ÉTAPE : TESTS D'EXCLUSION 
Les deux critères d'exclusion utilisés à ce stade sont : 1° la pro­
duction d'indol; 2° la non-transformation de la lysine en cadavérine. 
Bien qu'il ne s'agisse pas de caractères fondamentaux servant de 
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hase à la définition du genre Salmonella, il est permis, en s'appuyant 
sur des constatations statistiques fournies, en ce qui concerne le 
second caractère, par les travaux récents de Carlquist et les vérifi­
cations de Thibault et Le Minor, d'écarter les souches qui produisent 
de l'indol, et celles qui ne décarboxylent pas la lysine. 
Pour exécuter les deux épreuves et nous pourvoir de la semence 
qui, éventuellement, sera nécessaire à la poursuite des opérations, 
nous utilisons une seule culture de transfert à partir de la colonie 
suspecte. Ceci nous a conduits à modifier un peu la formule du 
milieu préconisé par Carlquist. Déjà Thibault et Le Minor avaient 
montré que la production de cadavérine pouvait être mise en 
évidence dans les cultures sur gélose de Hajna aussi bien que dans le 
milieu de Carlquist. Nous avons vérifié qu'une simple eau tryptonée 
à 1,5 % additionnée de 0,02 % de chlorhydrate de lysine et de 
0,2 % de phosphate bipotassique permet d'effectuer, avec une seule 
culture, la recherche de l'indol et la recherche de la cadavérine. 
Ce milieu ne diffère pratiquement de la formule de Carlquist que 
par la suppression du glucose, l'addition de lysine n'étant introduite 
que comme assurance contre une éventuelle carence de cet amino­
acide dans la tryptone. 
Cette eau tryptonée est distribué� par doses de 12 ml dans des 
tubes à bouchon vissant et stérilisée à l'autoclave. En touchant 
légèrement le centre d'une colonie suspecte, on ensemence un tube 
qu'on place à l'étuve à 37° conjointement avec la plaque de gélose SS 
d'où provenait la semence. 
Après 24 heures d'incubation, on examine les deux cultures en 
commençant par la gélose SS. Si les colonies antérieurement 
suspectes se sont pigmentées de rouge ou de rose, elles sont devenues 
non-suspectes et les souches obtenues à partir de ces colonies sont 
écartées. 
Si l'aspect des colonies suspectes est demeuré invariable, on passe 
aux temps suivants : 
a) On soustrait aseptiquement du tube de culture une première 
fraction de 2 ml qui servira de semence si besoin est. 
b) On recueille une autre fraction de 5 ml sur laquelle on exécute 
la recherche de l'indol. Dans le cas d'un résultat positif, on écarte 
la souche comme non-suspecte et on interrompt l'investigation à ce 
stade. Si la souche ne produit pas d'indol, on procède à la recherche 
de la cadavérine dans le reste de la culture. 
c) Recherche de la cadavérine. 
Nous adoptons le mode opératoire indiqué par Thibault et Le 
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.\'linor, qui diffère de l'interprétation originale de Carlquist princi­
palement en ce qu'on considère comme positives les réactions 
tardives, le délai-limite de lecture étant porté de 4 minutes à 10 mi­
nutes. Les opérations se déroulent comme suit : on introduit 
dans le tube de culture 1 ml de lessive de soude étEindue de moitié 
et 2 ml de chloroforme. Après agitation modérée, on laisse le 
chloroforme se séparer par gravité ou, si besoin, on centrifuge. 
On prélève, à la pipette fine, 0,5 ml du culot chloroformique 
parfaitement limpide (il est important de ne pas entraîner de la 
phase aqueuse). On place cet extrait chloroformique dans un petit 
tube et on ajoute un volume égal d'une solution de ninhydrine 
ù 0,1 % dans le chloroforme. Une réaction positive se traduit 
par Je développement d'une belle coloration violet-améthyste; la 
réaction est considérée comme négative si, au bout de 10 minutes, 
ù la température du laboratoire, aucune coloration n'est apparue. 
Les souches négatives sont écartées comme non suspecte8. 
l; ne réaction positive augmente la suspicion et entraîne J'obli­
gat ion de passer à l'étape suivante. 
DEUXIÈME ÉTAPE : TESTS D'IDENTIFICATION GÉNÉRIQUE 
A partir de la fraction réservée comme semence, nous inoculons 
les milieux suivants : · 
1° Une gélose nutritive. Cette culture servira à vérifier l'aspect 
des colonies, la pureté de la souche, l'absence de pigmentation des 
colonies et du milieu. En cas de besoin, elle fournira les suspensions 
pour les épreuves d'agglutination avec les sérums T, A, B, C dP 
]'Institut Pasteur. 
2° Six tubes de bouillon de base au pourpre de bromocrésol, 
additionnés respectivement de Lactose, Saccharose, Salicine, 
Adonito], Glucose et Mannitol, les deux derniers au moins étant 
pourvus d'une cloche à fermentation. 
3° Un tube de milieu semi-solide SIM Difco qu'on inocule par une 
seule piqûre centrale. Cette culture nous renseignera sur les trois 
caractères, S H 2, Indol et Mobilité. 
4° Un tube de gélose à l'urée, Difco ou Oxoïd. Le milieu est 
distribué en tubes de 12 sur hauteur appropriée pour obtenir, après 
inclinaison, un bon culot et un bec de flûte court. Le milieu est 
ensemencé sur toute la surface de la pente mais l'inoculation ne 
doit pas pénétrer dans le culot. Le tube est incubé 24 heures à 37°. 
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Les Proteus rougissent la totalité du milieu, jusqu'au fond du culot, 
les salmonelles ne produisent aucun rougissement. 
5° Un tube de gélatine nutritive. Le milieu ensemencé est placé à 
l'étuve à 37° avec un tube témoin non ensemencé. Après 48 heures, 
culture et témoin sont placés d�ns un bain d'eau courante jusqu'à 
ce que le témoin ait fait prise. On examine alors la culture pour 
déceler éventuellement la liquéfaction de la gélatine. L'espèce S. 
schleisshem, gélatinolytique, risquant bien peu d'être rencontrée 
dans les œufs congelés, on pourra écarter comme non-suspecte 
toute souche qui liquéfie la gélatine. 
Trois combinaisons impliqueront, chacune avec un degré propre 
de probabilité, une confirmation de la suspicion. 
PREMIÈRE COMBINAISON : Salmonella mobile, S H2 + 
Gélose nutritive 48 h : absence de pigment. 
Lactose, saccharose, salicine et adonitol non fermentés. 
Glucose et mannitol fermentés. 
SIM : S H2 +; Indol-; mobilité+. 
Gélose-urée 24 h : pas de coloration rouge. 
Gélatine 48 h : non liquéfiée. 
DEUXIÈME COMBINAISON : Salmonella mobile, S H2 -
Le tableau sera le même, sauf en ce qui concerne le milieu SIM 
où aucun noircissement ne sera observé. Mais cette absence d'hydro­
gène sulfuré enlève à notre conclusion beaucoup de son assurance. 
Sans doute existe-t-il des salmonelles S H2 -, comme S. paratyphi, 
certaines souches de Senftenberg abortic1oequina, choleraesuis 
(encore que la variété kunzendorf, sulfhydrogène soit plus répandue 
en France), S. typhisuis. Au total, les espèces ou variantes non­
productrices de S H2 sont rares et elles n'ont pas été souvent rencon­
trées dans les œufs. Aussi, en présence d'un résultat de cette nature 
convient-il d'être circonspect dans l'affirmation surtout si, comme il 
est probable, aucune sorte d'agglutination n'est obtenue en présence 
des quatre sérums courants de l'Institut Pasteur. Nous ne nous 
prononçons qu'après avoir conservé à l'étuve, aussi longtemps que 
possible, jusqu'à 15 jours quand il se peut, les tubes de gélatine et 
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de milieux sucrés, ces derniers préalablement obturés avec un 
bouchon paraffiné. Nous ajoutons à la galerie un lactose à 10 % et, 
pour déceler éventuellement une production tardive de S H2, un 
nouveau tube de SIM. 
TROISIÈME COMBINAISON : Salmonella immobile 
Dans ce cas encore, c'est la culture SIM qui s'écarte de la descrip­
tion-type, mais non plus, cette fois, à cause de l'absence de noircis­
sement; l'aspect particulier réside dans la non-propagation de la 
culture dans le milieu semi-solide, à partir de la piqûre d'inoculation. 
Le diagnostic se fait sans réticence, la présence de S. gallinarum 
ou de S. pullorum dans des œufs n'ayant rien d'improbable. La 
distinction entre les deux espèces peut être faite par le caractère 
gazogène de la fermentation du glucose et du mannitol par S. pullo· 
rum, alors que S. gallinarum acidifie les milieux sans produire 
de gaz. S. gallinarum se montre généralement plus lent dans le 
noircissement du milieu SIM. La confirmation pourrait être obtenue 
en inoculant un milieu au maltose : S. gallinarum l'attaque, S. 
pullorum ne l'attaque pas. 
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Discussion 
M. PANTALÉO.i'\. - Je désirerais vous demander le renseignement suivant : 
Le Professeur CLAREMBU RG a énuméré les Salmonella qu'il a isolées des œufs 
et lorsqu'il est arrivé au chapitre « Salmonella pullorum », « Salmonella galli­
narum », il a un peu effacé l'incidence de ces germes pour la santé de l'homme 
en disant que, seul, dans la littérature mondiale, l'Institut Pasteur de Lille 
avait porté l'accent sur le pouvoir pathogène de ces Salmonella aviaires pour 
l'homme. Je désire donc vous demander si c'est vraiment une opinion univer­
selle et quelle place on doit donner à ces « Salmonella » quant aux sanctions 
à prendre en ce qui concerne leur présence dans les œuf s. 
M. THIEU LI N . - Les « Salmonella >> de ce type sont évjdemment assez 
fréquemment rencontrées dans les œufs congelés, mais nous pensons devoir 
distinguer, qu'il s'agisse des œufs, des viandes ou du lait, d'une part, la teneur 
microbienne des aliments et, d'autre part, les infections microbiennes impu­
tables aux aliments. Ce n'est pas parce que l'on trouverait dans une denrée 
de très rares germes pouvant être considérés, en certains cas, comme patho­
gènes, qu'il faudrait en conclure qu'elle est réellement dangereuse et l'expé­
rience prouverait certainement, si l'on pouvait faire des analyses assez nom­
breuses, que sont consommés journellement, sans danger, des aliments qui 
devraient, théoriquement, être retirés de la consommation. S'il en était autre­
ment, il conviendrait en particulier de ne plus consommer d'œufs, comme 
il a pu d'ailleurs être abusivement recommandé, puisque l'on y trouve préci­
sément des germes des groupes mentionnés, capables d'un certain pouvoir 
pathogène. Or, les œufs sont nécessairement consommés, et il faut simplement 
nous limiter à caractériser les cas valables au point de vue des intoxications 
possibles. Tout ceci pour dire que nous sommes d'accord avec M. le Docteur 
CLAREMBUHG. 
M. PANTA L É ON. - Un autre point m'a été signalé; il y a avec les œufs 
congelés des problèmes tout à fait comparables à ceux observés avec les 
viandes manipulées, et j'ai été frappé d'entendre dire à M. CLAREMBURG, 
que sur un millier d'examens d'œufs en coquille, il n'a pas tiré un germe 
pathogène, tandis que, avec les œufs congelés, il arrive à trouver 7, 8, quelque­
fois 30 % des prélèvements qui hébergent des « Salmonella ». Donc, l'emprise 
de la technologie alimentaire a modifié l'aliment naturel, lui a enlevé sa 
coquille protectrice, l'a contaminé et l'on trouve, ce qui est la logique même, 
dans les jours qui suivent, un aliment préalablement amicrobien qui devient 
véritablement une culture microbienne après manipulation. Il serait intéressant 
de noter cette emprise de la technologie et d'en indiquer tous les enseigne­
ments qu'il y aurait lieu d'en tirer au sujet des contrôles qui doivent présider 
à la technologie alimentaire. 
M. THIEULIN. - Nous sommes absolument de cet avis, et de telles consta­
tations peuvent être faites précisément avec les œufs cassés congelés. C'est 
ainsi qu'interviennent des opérations au cours desquelles on contamine l'in­
térieur de l'œuf par l'extérieur des coquilles. Il est en effet facile de constater 
que dans l'œuf en coquille, si le prélèvement est bien fait, on trouve rarement. 
des germes, tandis que sur les parois extérieures des coquilles on en trouve 
d'abondants et de très variés. Nous avons à ce sujet réalisé de très nombreux 
examens, dont les conclusions n'ont d'ailleurs pas été publiées. 
Reliant ce point de bactériologie à des constatations pratiques, nous avons 
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ainsi personnellement retenu que: 1° en matière d'ceufs en coquille, l'inspec­
tion bactériologique est pratiquement inutile ; elle est en effet décevante et, 
par d'autres méthodes plus simples, on obtient des renseignements beaucoup 
plus pertinents; 2° que les œufs à coquille souillée sont, sauf traitement 
approprié, à considérer d'emblée comme impropres à la consommation parce 
que, grâce à cette coquille souillée, le contenu extrait par cassage sera grave­
ment pollué, ainsi que le seront les mains de la cuisinière ou celles du pâtissier ; 
:l0 pour les œufs cassés congelés, l'inspection bactériologique reprend tous 
ses droits à condition, comme nous le disions tout à l'heure, de distinguer le 
microbisme de l'aliment du danger microbien réel présenté par le même aliment. 
